Zadanie 2.2

Whpisany przez Administrator
poniedziatek, 11 stycznia 2016 08:04 - Poprawiony czwartek, 14 stycznia 2016 11:39

Powr6 t

Zadanie 2.2. ,Identyfikacja genéw warunkujacych zawartos¢ alkaloidéw oraz
zawigzywanie i utrzymanie organéw generatywnych u tubinow

”

Wykonawca: IGR PAN Wspétpraca: Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Cel: Celem badan bedzie identyfikacja gendw uczestniczgcych w szlaku syntezy alkaloidow u
tubinu biatego 1 z6ttego z zastosowaniem techniki RNA-seq oraz charakterystyka
molekularnych i fizjologicznych przemian regulujgcych zawigzywanie oraz utrzymywanie
organéw generatywnych u tubinu zo6ttego (wspodtpraca).

Do realizacji zatlozonego celu niezbedne jest:

- wyselekcjonowanie i okreslenie zmian aktywnosci transkrypcyjnej genow
odpowiedzialnych za regulacje i przebieg proceséw zwigzanych z produkcjg asymilatow oraz
wyznaczenie ich potencjalnego wptywu na ilo$¢ zawigzywanych i utrzymywanych organow
generatywnych tubinu z6ttego;

- okreslenie udziatu wybranych fitohormonow niskoczgsteczkowych regulatorowych RNA w
procesach zawigzywania i utrzymywania kwiatdéw i strgkow.
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Harmonogram realizacji zadania z podzialem na etapy:

1) Etap | - 2016 r.:

- Eksperyment RNA-seq dla tubinu biatego i zottego, analiza ekspresji roznicowej
obejmujaca ztozenie de novo transkryptoméw i/lub okreslenie poziomdw ekspresiji, wytypowanie
gendw kandydatow potencjalnie zaangazowanych w synteze alkaloidéw u obu gatunkoéw,
wytypowanie genow referencyjnych do analiz gPCR.

- Zalozenie upraw przygotowanie materiatu do konstrukcji bibliotek transkryptomowych oraz
identyfikacja i oznaczanie ekspresji genéw zwigzanych z funkcjonowaniem fitohormondw i
determinacjg wieku rosliny.

- Okreslenie zaleznosci pomiedzy iloScig zawigzanych organéw generatywnych, a
aktywnoscig fotosyntetyczng i metabolizmem cukrow u tubinu zéttego (wspotpraca).

2) Etap 1 - 2017 r.:

- Eksperyment RNA-seq dla tubinu biatego i z6ttego, analiza ekspresji roznicowej
obejmujgca ztozenie de novo transkryptomow i/lub okreslenie poziomdw ekspresji,
wytypowanie gendw kandydatow potencjalnie zaangazowanych w synteze alkaloidéw u obu
gatunkow, wytypowanie gendw referencyjnych do analiz gPCR.

- Sekwencjonowanie bibliotek transkryptomowych. Bioinformatyczna selekcja genow
istotnych dla regulacji metabolizmu fitohormonéw, cukrow, aminokwaséw oraz prekursorow
miRNA i kontrolowanych przez nie gendw docelowych zwigzanych z gospodarkg mineralng
hormonalng oraz wiekiem ro$liny.

- Analiza ekspresji gendw, w réznych wariantach uprawy roslin (nawozenie, aplikacja
hormonow, dostepno$¢ wody), wypowanych na podstawie analizy transkryptoméw. Oznaczanie
poziomu wybranych fitohormonow cukrow w organach wegetatywnych oraz generatywnych
tubinu zéttego.

3) Etap Ill - 2018 r.
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- Analiza ekspresji gendéw kandydatéw z zastosowaniem techniki real-time PCR w
genotypach stodkich i gorzkich tubinu biatego i z6ttego (wczesniejsza optymalizacja warunkéw
reakcji uwzgledniajgca tradycyjne reakcje PCR i gPCR).

- ldentyfikacja petnej dtugosci sekwencji kodujgcych wybranych genéw oraz badanie ich
ekspresji, okreslenie poziomu miRNA i transkryptéw ich genow docelowych w réznych
warunkach uprawy (nawozenie, aplikacja hormondéw, dostepno$é wody)kontynuacja badan.

- Okreslenie poziomu wybranych fitohormondw- kontynuacja. Lokalizacja tkankowa
wczesniej wybranych swoistych mRNA, biatek oraz fitohormonow.

4) Etap IV - 2019 r.:

- Analiza ekspresji genéw kandydatéw z zastosowaniem techniki real-time PCR w
genotypach stodkich i gorzkich tubinu biatego i zottego (wczesniejsza optymalizacja warunkéw
reakcji uwzgledniajgca tradycyjne reakcje PCR i gPCR).

- Oznaczenie aktywno$ci transkrypcyjnej wytypowanych gendéw w takich samych
warunkach uprawy i analizy porownawcze wynikéw ich ekspresji w kolejnych trzech latach
badan. Identyfikacja sekwencji promotorowych genéw zaangazowanych w funkcjonowanie
fitohormondw, czynnikéw transkrypcyjnych lub miRNA.

5) Etap V -2020 r.:

- Analiza ekspresji gendéw kandydatéw z zastosowaniem techniki real-time PCR w
genotypach stodkich i gorzkich tubinu biatego i z6ttego (wczesniejsza optymalizacja warunkéw
reakcji uwzgledniajgca tradycyjne reakcje PCR i gPCR).

- Badanie zywotno$ci i sity kietkowania pytku z kwiatow rozwijajacych sie na
poszczegolnych okétkach. ldentyfikacja gendw zaangazowanych w metabolizm jasmoniandw.
Opracowanie wynikow, weryfikacja hipotez badawczych.

Sposob wykorzystania wynikow realizacji zadania:

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolg na wytypowanie genéw zaangazowanych w synteze
alkaloidéw u tubinu biatego i zéttego oraz zaprojektowanie markeréw molekularnych
"zakotwiczonych" w sekwencji gendéw zaangazowanych w synteze alkaloidéw, ktore zostang
wykorzystane w selekcji materiatbw hodowlanych. Wskazane zostang egzogenne i endogenne
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czynniki specyficznie wptywajace na procesy zawigzywania i utrzymywania organéw
generatywnych tubinu z6itego, a w rezultacie na plonowanie.

Przeprowadzone zostang prace dotyczace wyodrebnienia grup gendw oraz szlakéw
metabolicznych istotnych dla proceséw zawigzywania utrzymywania organéw generatywnych
tubinu zéttego, w tym miRNA (poréwnawcza analiza bibliotek transkryptomowych).W przypadku
tubinu zéttego wyznaczona zostanie zalezna od fazy rozwojowej wrazliwos¢ na badane czynniki
egzogenne (makroelementy i mikroelementy, fitohormony) oraz okreslony zostanie ich wptyw
na plonowanie. Wreszcie zaproponowany zostanie ogélny model regulacji rozwoju
generatywnego tubinu zéttego na poziomie molekularnym. Wyniki prac bedg ogdlnie dostepne
dla instytucji naukowych i naukowodydaktycznych.
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